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1 UVOD 
1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 
 
Fitoplazme so ene izmed najmanjših poznanih bakterij. So brez celične stene in imajo zelo 
majhne genome. V evoluciji so izgubile številne metabolne poti in so tako popolnoma 
odvisne od svojega gostitelja. Fitoplazme so obvezni znotrajcelični paraziti rastlin in 
žuželk – za razmnoževanje in prenos potrebujejo oba. V rastlinah so prisotne v floemu, v 
žuželčjih prenašalcih, ki se hranijo s floemskim sokom, pa se nahajajo v prebavilih in 
žlezah slinavkah (Macrone, 2014). 
 
Fitoplazem zaenkrat še ne znamo rutinsko gojiti v razmerah in vitro. To je eden od 
pomembnih razlogov, da niso dobro opisane in so tako uvrščene v začasen rod 'Candidatus 
Phytoplasma'. Z uvedbo molekularnih metod v raziskave fitoplazem lahko raziskujemo 
njihovo genetsko raznolikost, ekologijo in interakcije z gostitelji,  kar je osnova za 
epidemiološke študije. 
 
Fitoplazme povzročajo bolezni na številnih gospodarsko pomembnih rastlinah, vključno z 
vinsko trto, in so odgovorne za gospodarsko škodo velikih razsežnosti. V Sloveniji je na 
vinski trti zelo razširjena bolezen navadna trsna rumenica ali počrnelost lesa (francosko 
bois noir; BN), ki jo povzroča ‘Candidatus Phytoplasma solani’, prenaša pa svetleči 
škržatek (Hyalestes obsoletus). ‘Ca. P. solani’ povzroča bolezni tudi na drugih rastlinskih 
vrstah. 
 
 
1.2 NAMEN DELA 
 
Namen te magistrske naloge je raziskati genetsko raznolikost ohranjenega gena tuf ‘Ca. P. 
solani’ in na podlagi dobljenih rezultatov opredeliti epidemiologijo te bolezni v Sloveniji. 
Gen tuf bomo analizirali na vzorcih DNA, ki so jo v letih 2003, 2007, 2010, 2013, 2015 ter 
2016 ekstrahirali iz trt in nekaterih drugih rastlinskih gostiteljev in v njej potrdili prisotnost 
fitoplazem. Vzorci so bili odvzeti v Primorski in Podravski vinorodni deželi. Naloga je 
nadaljevanje predhodne raziskave (Kavčič, 2015), s katero so ugotovili, da vinske trte v 
Sloveniji okužujeta genska tipa ‘Ca. P. solani’ tuf-a in tuf-b in da tip tuf-b prevladuje. V tej 
nalogi bomo razširili preiskovalno obdobje ter podrobnejše preučili nukleotidno zaporedje 
gena tuf. Preverili bomo prisotnost in pogostnost podtipov tuf-b1 in tuf-b2 v Sloveniji, 
opredelili pa bomo tudi njihovo časovno in geografsko razporeditev. Stanje v Sloveniji 
bomo primerjali s stanjem v Avstriji, kjer v okviru skupnega slovensko-avstrijskega 
projekta INGRAPA poteka podobna raziskava. 
 
Vidmar S. Molekulska raznolikost populacij ‘Candidatus Phytoplasma solani’ v slovenskih vinorodnih deželah.  
  Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2017 
  
2 
1.3 DELOVNI HIPOTEZI 
 
V Sloveniji se pojavljata oba podtipa gena tuf, tuf-b1 in tuf-b2, njuno pojavljanje na vinski 
trti pa se z leti spreminja. 
 
Z leti se povečuje pojavljanje podtipa tuf-b2, ki se s Podravske širi v druge slovenske 
vinorodne dežele. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 FITOPLAZME 
2.1.1 Sistematika fitoplazem in njihovo določanje 
Do leta 1967 je prevladovalo mnenje, da so za bolezni, ki jih fitoplazme povzročajo na 
rastlinah, odgovorni virusi (Doi in sod., 1967). Ko so kot povzročitelje identificirali 
bakterije, so jih dokazovali na različne načine, vendar vedno posredno: z opazovanjem 
bolezenskih znamenj in njihovim izginjanjem po uporabi antibiotikov, z elektronsko 
mikroskopijo in z laboratorijskimi poskusi prenosa z žuželkami ali okuženimi poganjki 
(Bertaccini in sod., 2014). Ker tako kot mikoplazme nimajo celične stene, so jih najprej 
poimenovali mikoplazmam podobni organizmi.  
 
Danes jih uvrščamo med Firmicutes (Gram pozitivne bakterije z nizkim deležem GC 
baznih parov), deblo Tenericutes, razred Mollicutes, rod 'Candidatus Phytoplasma' 
(Brown, 2010). Candidatus je začasen taksonomski status za nepopolno opisane rodove, ki 
jih še ne znamo gojiti v ramerah in vitro; novejše raziskave pa že nakazujejo na možnost 
gojenja fitoplazem v kulturah (Contaldo in sod., 2012). Fitoplazme najverjetneje izhajajo iz 
po Gramu pozitivnega prednika (Clostridium ali Lactobacillus), ki je v evoluciji izgubil 
celično steno in se mu je reduciral genom. Fitoplazme predstavljajo velik monofiletski 
klad/skupino, ki je najbolj sorodna rodu Acholeaplasma (Marcone, 2014). Na to sorodnost 
sklepajo na podlagi kodona UGA, ki pri obeh skupinah predstavlja stop kodon, medtem ko 
pri ostalih molikutih UGA predstavlja kodon za aminokislino triptofan (Bertaccini in 
Duduk, 2009). Od mikoplazem se fitoplazme razlikujejo tudi po nukleotidnem zaporedju v 
regiji med 16 in 23SrRNA, ki sicer predstavlja zelo ohranjen del genoma, na podlagi 
katerega uvrščamo organizme v vrste (Bertaccini in Duduk, 2009).  
 
Uvrščanje posameznih vrst fitoplazem v rod 'Ca. P.' temelji zaenkrat zgolj na podlagi 
ugotavljanja nukleotidnega zaporedja gena za 16SrRNA. Kriterij za uvrstitev v novo vrsto 
je manj kot 97,5% podobnost v zaporedju 16SrRNA z ostalimi, že poznanimi vrstami 
(IRPCM, 2004). Do leta 2014 je bilo tako formalno opisanih 37 kandidatnih vrst (Marcone, 
2014). Novejše raziskave so pokazale, da zaradi velike ohranjenosti zaporedja 16SrRNA, 
na njegovi osnovi pogosto ne moremo razlikovati med zelo sorodnimi fitoplazmami. V 
nekaterih primerih za ločevanje uporabljamo tudi druge kriterije (Seemüller in Schneider, 
1994), na primer razlike v biologiji (specifični gostitelji in prenašalci) (Dermastia in sod., 
2017) in drugih, manj ohranjenih genih, kot je na primere gen tuf (Marcone, 2014).  
 
Določanje fitoplazem v gostiteljski rastlini je težko, predvsem zaradi nizke gostote in 
neenakomerne razporeditve po rastlini (Dermastia in sod., 2017). Najprej so jih zaznavali s 
pomočjo elektronske mikroskopije in barvanja (npr. z metodo DAPI), vendar te metode ne 
omogočajo določitve vrste. Danes za določanje fitoplazem uporabljamo predvsem visoko 
občutljive molekularne metode, kot sta na primer ugnezdena verižna reakcija s polimerazo 
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(PCR) in PCR v realnem času (Dermastia in sod., 2017). Za določitev vrste pa 
uporabljamo zlasti analizo polimorfizma dolžin restrikcijskih fragmentov (RFLP) ali pa 
nukleotidno zaporedje pomnožkov reakcij PCR (Bertaccini in Duduk, 2009).  
2.1.2 Biološke značilnosti 
 
Fitoplazme so obligatni bakterijski paraziti rastlin in žuželk – za razmnoževanje in prenos 
potrebujejo oba. V rastlinah so prisotne v floemskem transportnem sistemu, v žuželčjih 
prenašalcih, ki se hranijo s floemskim sokom, pa se nahajajo v prebavilih in žlezah 
slinavkah (Hogenhout in sod., 2008). 
 
Velikost fitoplazemskih celic je od 80 do 900 nm in so pleomorfnih oblik, od okroglih, 
brstečih, nitastih do ročkastih (Slika 1). Na morfološke razlike vplivajo različni dejavniki, 
npr. stanje celice (prisotnost hranil, starost) in njihova razvojna stopnja (Marcone, 2014). 
Celice so brez celične stene. 
 
 
 
Slika 1: Razlike v morfologiji celic fitoplazme. Fitoplazme so se namnožile v celici gostiteljske rastline. 
Slika je posneta s presevnim elektronskim mikroskopom (Tušek Žnidarič M., Nacionalni inštitut za biologijo, 
2016) 
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Fitoplazme imajo majhne genome od 530-1350 kbp (Marcone, 2014). V evoluciji so 
izgubile številne gene, ki kodirajo pomembne proteine v številnih metabolnih poteh. Na 
velikost njihovih genomov pa poleg redukcij vpliva tudi število ponavljajočih se 
elementov; od količine teh ponovitev pa je odvisna možnost preživetja v različnih 
gostiteljih. V več kopijah so prisotni nekateri vzdrževalni geni, pogoste so podvojitve 
genov za pomnoževanje DNA, za transkripcijo in membranske proteine, ki sodelujejo pri 
vnosu metabolitov iz gostiteljske celice (Bai in sod., 2006). Nekatere vrste imajo še 
izvenkromosomsko DNA (Bertaccini in sod., 2014), na kateri so geni za replikacijo 
plazmida in več še nepoznanih genov, ki naj bi imeli vlogo pri patogenosti in virulenci 
(Hogenhout in sod., 2008). Fitoplazemski plazmidi najverjetneje izvirajo iz virusov 
(Kuboyama in Tachida, 1998).  
 
V genomu fitoplazem je veliko transpozonov in insercijskih sekvenc, ki so domnevno 
odgovorne za variabilnost genoma in omogočajo preživetje v raznolikem okolju velikega 
števila gostitelja in prenašalcev (Jomantiene in Davis, 2006). Transpozoni so pomembni 
predvsem za fitnes fitoplazem, njihov razvoj in spreminjanje genoma, možen pa je tudi 
njihov horizontalen prenos med posameznimi vrstami. Domnevajo, da so vpleteni v 
prilagajanje fitoplazem gostitelju (Hogenhout in sod., 2008). V genomu fitoplazem je še 
edinstvena družina ponavljajočih se palindromov, katerih vloga še ni znana. Najverjetneje 
sodelujejo pri terminaciji transkripcije in prispevajo k stabilnosti genoma (Jomantiene in 
Davis, 2006). Razlike v številu ponovitev so tudi razlog za širok razpon v velikosti 
fitoplazemskih genomov (Bertaccini in Duduk, 2009). Ponovitve sekvenc v genomu 
fitoplazem so večinoma organizirane v potencialno mobilne enote (Bai in sod., 2006), 
katerih število naj bi imelo pomembno vlogo v evoluciji fitoplazem. Potencialno mobilne 
enote imajo lahko lastnosti transpozonov, vsebujejo gene za specializirane faktorje sigma 
in membranske proteine, zato so zelo pomembni za interakcije fitoplazem z okoljem. 
Uravnavanje izražanja različnih genov, ki kodirajo potencialno mobilne enote, je ena 
izmed strategij, ki jo fitoplazme uporabljajo za prilagajanje na različna okolja in jim hkrati 
omogoča, da imajo širok krog gostiteljev (Hogenhout in sod., 2008). 
 
Fitoplazme nimajo fosfotransferaznih sistemov za vnos fosforiliranih sladkorjev, poleg teh 
pa so izgubile tudi druge metabolne poti, na primer za sintezo ATP, nekaterih aminokislin 
in nukleotidov. Ker teh molekul ne sintetizirajo same, jih morajo pridobiti od gostitelja 
(Hogenhout in sod., 2008).  Tako morajo vsaj prekurzorje, za nekatere molekule (npr. 
purine in pirimidine), pridobiti iz okolja, vendar pa transportnih sistemov zanje še niso 
identificirali (Kube in sod., 2012). Tako kot mikoplazme nimajo vseh genov za cikel 
citronske kisline, genov za sintezo sterolov, maščobnih kislin in nekaterih nukleotidov. 
Prav tako nimajo genov za pot pentoze fosfata (Hogenhout in sod., 2008). V zadnjih letih 
so s pomočjo sekvenciranja celotnega genoma in identifikacije genov odkrili metabolne 
poti, ki fitoplazme oskrbujejo z ATP. Ena izmed teh je prevzem malata, ki mu sledi 
nastanek acetata (Quaglino in sod., 2015). Pri večini do sedaj proučenih fitoplazmah je 
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glavna metabolna pot za pridobivanje energije sicer glikoliza, pri aholeplasmah pa gre 
najverjetneje za še neidentificirane metabolne poti, ki omogočajo pretvorbo piruvata v 
acetat (Kube in sod., 2014). Ker nimajo encima heksokinaze in transportnega sistema za 
vnos fosforilirane glukoze, najverjetneje privzemajo druge fosforilirane sladkorje. Pri 
tistih, ki glikolizne poti nimajo v celoti, se piruvat tvori neodvisno od glikolize (Kube in 
sod., 2012). V nasprotju z ostalimi predstavniki razreda Mollicutes, fitoplazme sintetizirajo 
lastne membranske fosfolipide (Bai in sod., 2006). Zelo malo je genov za rekombinacijo in 
odziv SOS, kar lahko nakazuje da je mehanizem homologne rekombinacije drugačen kot 
pri ostalih bakterijskih vrstah. Do te redukcije biosinteznih genov je verjetno prišlo zaradi 
reduktivne evolucije, kot posledice intracelularnega življenja v okolju, ki je zelo bogato s 
hranili (Bertaccini in Duduk, 2009).  
 
Fitoplazme imajo mehanizme za izločanje tipa Sec, ki so nujni za viabilnost celic, ker pa se 
zanašajo na privzem hranil iz gostitelja, imajo tudi ABC transportne sisteme (Kube in sod., 
2012). Ker izhajajo iz Gram pozitivnih bakterij je mogoče, da preko izločevalne poti Sec 
izločajo virulenčne proteine. Fitoplazme imajo različne gene za virulenčne dejavnike. 
Nekateri virulenčni dejavniki (virulenčni proteini) se izločijo iz celice, a ostanejo povezani 
z membrano, virulenčni proteini z dodatno C-transmembransko domeno pa se v celoti 
izločijo v gostiteljsko celico (Barbara in sod., 2002; Bai in sod, 2006).  
 
Med pomembnejšimi virulenčnimi proteini fitoplazem je Amp, ki sodeluje pri vnosu 
fitoplazme v žuželčje prenašalce. Pri fitoplazmi 'Ca. P. phoenicium' so identificirali tudi 
efektorski protein, ki je podoben serumski amiloidni komponenti P, in potencialni 
hemolizin. V nekaterih vrstah 'Ca. Phytoplasma' so prisotni tudi inhibitoriji faktorjev, ki 
sprožajo apoptozo, in ti bi lahko bili odgovorni za višji fitnes fitoplazem, ko so le te v 
gostiteljski rastlini (Quaglino in sod., 2015). Ker nimajo celične stene, so membranski 
proteini neposredno v stiku z okoljem in tako prispevajo k specifičnosti do vektorja, taki so 
pri nekaterih vrstah že prej omenjeni Amp, pri drugih pa Imp (Kube in sod., 2012). 
 
Na področju anotiranja fitoplazemskih genomov je potrebno storiti še veliko, ne samo da 
so do sedaj znani osnutki genoma le za nekaj vrst, ampak je tudi baza za anotiranje 
fitoplazemskih proteinov majhna (Mitrović in sod., 2014). 
 
2.1.3 Prenašalci  
 
Prenašalci fitoplazem so žuželke iz družin Cicadellidae, Cixidae, Psyllidae, Delphacidae 
in Derbidae (Bertaccini in Duduk, 2009). Fitoplazme lahko pozitivno ali negativno 
vplivajo na biologijo prenašalca. S pozitivnim vplivom se povečata možnost za preživetje 
in širjenje (Christensen in sod., 2005).  Fitoplazme producirajo efektorje, ki vplivajo na 
tarče, kar povzroči spremembe v razvoju gostiteljske rastline in prav tako v obnašanju 
insekta – prenašalca. Eden izmed vplivov na prenašalca je ta, da lahko prenašalec 
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producira več potomcev na okuženih rastlinah (Sugio in sod., 2011). Ker je prenašanje 
fitoplazem odvisno od prenosa z žuželkami, fitoplazme izdelujejo določene efektorje, s 
katerimi učinkoviteje privabljajo žuželke in pospešijo prenos na druge gostitelje (Orlovskis 
in Hogenhout, 2016).  
 
Pri obvladovanju bolezni, ki jih povzročajo fitoplazme, je najučinkovitejše preprečevanju 
okužbe. Za preprečevanje okužbe pa je nujno dobro poznavanje biologije prenašalcev, saj s 
tarčno uporabo insekticidov močno zmanjšamo stroške in negativne vplive na okolje 
(Dermastia in sod., 2017).  
 
Med rastlinami se fitoplazme prenašajo tudi z zajedavskimi rastlinami, z vegetativnim 
razmnoževanjem, s cepljenjem poganjkov iz okuženih na zdrave rastline, ali z rezjo 
(Bertaccini in sod., 2014).  
2.1.4 Gostitelji 
 
Spekter gostiteljskih rastlin je zelo širok in odvisen predvsem od tega, na katerih rastlinah 
se hranijo žuželčji vektorji. Gostitelji so lahko enokaličnice in dvokaličnice, pogosto pa 
povzročajo bolezni gospodarsko pomembnih rastlin (Hogenhout in sod., 2008).  
 
V rastlinah se nahajajo v sitastih celicah floema, od koder se lahko razširijo tudi v celice 
spremljevalke (mehanizem prenosa še ni poznan). Pri okuženih rastlinah povzročajo 
različna, specifična in tudi nespecifična bolezenska znamenja, ki so odvisna od seva 
fitoplazem, gostiteljske rastline, stadija bolezni, letnega časa, koncentracije fitoplazem ipd. 
Najpogostejša bolezenska znamenja, ki jih povzročajo fitoplazme so virescenca, rumenenje 
in rdečenje listov, vihanje listov, nekroza in majhni plodovi. Na nekaterih rastlinah 
fitoplazme po okužbi ne povzročajo nastanka bolezenskih znamenj (asimptomatska 
okužba). Posledica – ali vzrok različnih bolezenskih znamenj gostiteljskih rastlin je 
dinamičen genom fitoplazem, ki omogoča prilagoditev na različne gostitelje (Macrone, 
2014). 
 
Eden izmed glavnih vzrokov za nastanek bolezenskih znamenj je odtegovanje metabolitov, 
s čimer v gostitelju povzročajo neravnovesje (Contaldo in sod., 2016). Fitoplazme vplivajo 
na ekspresijo genov primarnega in sekundarnega metabolizma gostiteljskih rastlin. Ena 
izmed posledic okužb je nastanek depozitov kaloze. Akumulacija topnih sladkorjev 
povzroči inhibicijo fotosinteze, kar še dodatno zniža sposobnost okužene rastline za 
obrambo pred škodljivcem. Okužba lahko povzroči tudi spremembe v sintezi aminokislin 
in metabolizmu askorbata in fenolpropanoidov (Prezelj in sod., 2016). Fitoplazme izločajo 
tudi določene efektorske proteine, s katerimi sprožijo razvoj različnih bolezenskih znamenj 
v gostiteljski rastlini (Neriya in sod., 2014). Eden izmed do sedaj identificiranih efektorjev 
spreminja izražanje genov za transporterje sladkorjev tako, da jih bakterije lahko izkoristijo 
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v svoj prid, pri tem pa sprožijo stradanje rastlinskih gostiteljev in s tem zmanjšajo obrambo 
rastline proti patogenom (Lu in sod., 2014).  
 
Gostitelji igrajo pomembno vlogo tudi pri prezimovanju – fitoplazme prezimijo v rastlinah 
trajnicah ali pa v žuželčjih prenašalcih ( Bertaccini in sod., 2014). 
2.1.5 Trsne rumenice 
 
Vsaj 24 različnih vrst fitoplazem povzroča različne bolezni na vinski trti, ki jih s skupnim 
imenom imenujemo trsne rumenice. Razlikujejo se predvsem po epidemiologiji, ki je 
odvisna od okolijskih razmer ter prisotnosti različnih prenašalcev in gostiteljskih rastlin 
(Dermastia in sod., 2017). Bolezenska znamenja so si pri različnih fitoplazemskih 
povzročiteljicah zelo podobna, zato je določitev povzročitelja samo na podlagi bolezenskih 
znamenj skorajda nemogoča. Bolezenska znamenja trsnih rumenic so rumenenje ali 
rdečenje (odvisno od sorte), vihanje, lomljenje in nekroza listov, neenakomerne olesenitve 
trsa in sušenje plodov (Mehle in sod., 2011), zaradi česar pride do manjše vitalnosti trte ter 
zmanjšane količine in kakovosti pridelka (Edenshaw in sod., 2012). Znamenja se ne 
pojavijo nujno po celotni rastlini. Podobna znamenja povzročajo tudi drugi biotski in 
abiotski dejavniki (Dermastia in sod., 2017).  
 
V Evropi sta najpomembnejši trsni rumenici zlata trsna rumenica (francosko flavescence 
dorée; v nadaljevanju FD), ki jo povzroča fitoplazma FD in navadna trsna rumenica ali 
počrnelost lesa (bois noir; v nadaljevanju BN), ki jo povzroča 'Ca. P. solani'. Medtem ko je 
FD karantenska bolezen, je BN splošno razširjena. BN je pogostejša v območjih Evrope, 
kjer ni fitoplazme FD oziroma le-ta ni tako pogosta (Bertaccini in sod., 2014). Trsne 
rumenice povzročajo tudi fitoplazme 'Ca. P. asteris', 'Ca. P.australiense' in 'Ca. P. fraxini' 
(Belli in sod., 2010; Bertaccini in sod., 2014). 
 
2.2 ‘CANDIDATUS PHYTOPLASMA SOLANI’ 
 
'Ca. P. solani' uvrščamo v skupino 16SrXII, v podskupino A. Referenčni sev je STOL11 
(Quaglino in sod., 2013). V isti taksonomski skupini so še 'Ca. P. fragarie' (podskupina E), 
ki v Evropi okužuje jagode, 'Ca. P. australiense' (podskupina B) okužuje vinsko trto na 
Novi Zelandiji in v Avstraliji in 'Ca. P. japonicum' (podskupina D), ki na Japonskem 
okužuje hortenzije (Quaglino in sod., 2013).  
 
Čeprav kot povzročiteljica BN 'Ca. P. solani' na trti povzroča zelo veliko gospodarsko 
škodo, je trta le njen naključni gostitelj za to fitoplazmo, saj se bakterija v njej ne more 
razmnoževati in ne prezimiti. Poleg vinske trte 'Ca. P. solani' okužuje še več kot 90 drugih 
rastlinskih vrst, med katerimi so za epidemiologijo na vinski trti pomembna predvsem 
njivski slak (Convulvulus arvensis) in velika kopriva (Urtica dioica) (Maixner, 2011; 
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Johannesen in sod., 2012). Prenašalec fitoplazme, svetleči škržatek (Hyalesthes obsoletus), 
po prezimovanju pridobi fitoplazme iz korenin teh dveh gostiteljskih rastlin. Svetleči 
škržatek je glavni vir okužbe na vinski trti, rastlino pa okuži pri hranjenju s floemskim 
sokom trte (Bertaccini in sod., 2014). 'Ca. P. solani' povzroča bolezen in škodo tudi na 
sladkorni pesi, jagodah, peteršilju, korenju, tobaku, jajčevcih, popru (Kessler in sod., 2011) 
ter na koruzi (Johannesen in sod., 2012). Na Kitajskem povzroča rumenenje potonik (Gao 
in sod., 2013). Nekateri sevi znotraj vrste 'Ca. P. solani' povzročajo bolezni na papriki, 
paradižniku in krompirju (Quaglino in sod., 2013). 
 
Mitrović in sod. so 2014 objavili osnutek genoma fitoplazem iz skupine stolbur, kjer so 
potrdili ugotovitve, ki so jih že opravili na drugih fitoplazmah: imajo namreč gene za 
replikacijo, modifikacijo DNA in popravilo DNA, gene za sintezo lipidov, ABC 
transporterje, Amp proteine, Sec izločevalno pot, gene za glikolizo in alternativno 
pridobivanje energije iz malata (Mitrović in sod., 2014).  
2.2.1 Navadna trsna rumenica in prenašalci ‘Ca. P. solani’ 
 
BN je razširjena skoraj po celotni Evropi in tudi drugje po svetu, kjer gojijo vinsko trto 
(Dermastia in sod., 2017). Pojavlja se na Kitajskem, v Gruziji, Iranu, Izraelu, Jordaniji, 
Libanonu, Siriji in Turčiji (Boudon-Padieu 2005; Duduk in sod., 2010; Maixner 2011; 
Contaldo in sod., 2011; Salem in sod. 2013; Ertunc in sod. 2015; Mirchenari in sod. 2014; 
Quaglino in sod., 2016); zaznali pa so jo tudi v Čilu (Gajardo in sod., 2003) in Kanadi 
(Olivier in sod., 2014). Bolezen je endemična, lahko pa povzroči tudi epidemije (Belli in 
sod., 2010). Stopnja okuženosti vinogradov je ponekod dosegla tudi 80 % (Johannesen in 
sod., 2008). V Sloveniji je prisotna že od leta 1983, ko so jo prvič zaznali v Goriških 
Brdih, kamor se je najverjetneje razširila iz sosednje Italije (Seljak in Osler, 1997). Danes 
v Sloveniji okužuje trto v vseh vinorodnih območjih (Mehle in sod., 2011).  
 
Polifagni svetleči škržatek, ki je glavni prenašalec fitoplazme 'Ca. P. solani', se je v 
osrednjo in južno Evropo ter na Bližnji vzhod razširil iz Sredozemlja, in sicer vse do 
Nemčije in severne Francije. Dandanes je na teh območjih zelo razširjen, velika kopriva pa 
je postala ena izmed gostiteljskih rastlin. Še v devetdesetih letih prejšnjega tisočletja je bil 
škržatek na teh območjih redek, glavna gostiteljska rastlina za 'Ca. P. solani' pa je bil 
njivski slak (Johannesen in sod., 2012). Populacije svetlečih škržatkov, ki se hranijo na 
njivskem slaku so ločene od tistih, ki živijo na veliki koprivi; razlike zasledimo tudi na 
geografski ravni (Maixner in sod., 2007). Geografsko območje, kjer je prisoten svetleči 
škržatek, se prekriva z območjem razširjenosti BN (Hoch in Remane, 1985). Do poletja 
2003, ki je bilo v Evropi zelo vroče in sušno, je bil slak najpomembnejši gostitelj 
svetlečega škržatka, od tega obdobja naprej pa so populacije vedno večje tudi na veliki 
koprivi (Kessler in sod., 2011). 
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Ker je BN prisotna tudi na območjih, kjer ni škržatka, obstaja verjetnost da to fitoplazmo 
prenašajo tudi drugi prenašalci. Cvrković in sod.  (2014) so pokazali, da v laboratorijskih 
razmerah 'Ca. P. solani' lahko na vinsko trto prenese tudi panzerjev mrežekrili škržatek 
(Reptalus panzeri). V Avstriji naj bi za prenos 'Ca. P. solani' med rastlinami v vinogradu 
bila odgovorna tudi vrsta Anaceratagallia ribauti (Riedle –Bauer in sod., 2008). Prenos je 
mogoč tudi s razmnoževalnim materialom. Čeprav je stopnja prenosa v tem primeru nizka, 
pa to omogoča širjenje bolezni na oddaljena geografska območja (Osler in sod., 1993). 
 
Pogostost pojavljanja bolezni je zelo visoka, tudi do 80 % (Johannesen in sod., 2008; 
Romanazzi in sod., 2007) vendar lahko iz leta v leto niha. Eden izmed razlogov za nihanje 
pojavljanja je tudi ozdravitev rastlin ali pa ponovno izražanje bolezenskih znamenj pri 
rastlini, ki je bila nekaj časa brez njih (Osler in sod., 1993). V primeru, da rastlina ozdravi, 
se bolezenska znamenja ne pojavijo ponovno, razen v primeru novega prenosa bolezni s 
prenašalcem. Različne sorte so različno dovzetne za ozdravitev (Romanazzi in sod., 2007). 
Ozdravitev v tem primeru pomeni, da bolezenska znamenja v nadzemnih delih rastline niso 
izražena in v njej ne moremo več dokazati prisotnosti fitoplazme 'Ca. P. solani' (Osler in 
sod., 2003; Maixner, 2006; Morone in sod., 2007; Romanazzi in Murolo, 2008; Terlizzi in 
Credi, 2007). 
2.2.2 Proučevanje epidemiologije na osnovi gena tuf 
 
Gen tuf kodira elongacijski dejavnik Tu, ki je prisoten v citosolu in je običajno vključen v 
procese translacije. Dokazali pa so, da je pri nekaterih bakterijskih patogenih rastlin in tudi 
živali ta vzdrževalni gen izražen na površini. EF-Tu se lahko veže na fibronektin ali pa na 
nekatere druge dejavnike na površini bakterijske celice – to mu omogočajo 
posttranslacijske modifikacij, kar je sicer neznačilno, in je tako eden izmed glavnih 
dejavnikov, ki vpliva na patogenezo mikroorganizmov, in sicer preko interakcije z 
različnimi gostiteljskimi molekulami (Baseman in sod., 2008; Sharma in sod., 2011) Je 
najpogostejši bakterijski protein, je zelo ohranjen in eden od PAMP-ov (PAMP: 
molekulski vzorci, povezani s patogeni) (Kawashima in sod., 1996; Krab in Parmeggiani, 
1998; Rodnina in Wintermeyer, 2001). Pomaga pri vezavi bakterije na gostitelja (Dallo in 
sod., 2002), prav tako pa lahko sproži vnetne odzive pri rastlinah in živalih (Felix in sod., 
2004).  
 
Glede na razlike v nukleotidnem zaporedju gena, se ločita dva tipa: tuf-a in tuf-b. Z 
epidemiologijo 'Ca. P. solani' na osnovi tega gena so se obširneje ukvarjali v Avstriji 
(Aryan in sod., 2014). Ugotovili so, da v Avstriji po letu 2011 prevladuje tip tuf-b v vseh 
velikih koprivah, okuženih s 'Ca. P. solani' ter v večini okuženih svetlečih škržatkov in 
vinskih trt. Tip tuf-a so našli le v 5 % okuženih vzorcev svetlečega škržatka. Tip tuf-b 
prevladuje tudi na Hrvaškem (Plavec in sod., 2015). Nadaljnje avstrijske raziskave na 
osnovi sekvenciranja 374 vzorcev svetlečega škržatka, približno 50 vzorcev vinske trte in 
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121 vzorcev velike koprive so pokazale, da se tip tuf-b deli na dva podtipa, in sicer tuf-b1, 
ki je glede na nukletidno zaporedje identičen predhodno določenemu tipu tuf-b, in podtip 
tuf-b2, ki je glede na nukleotidno zaporedje nekakšen hibrid med tuf-a in tuf-b. Tip tuf-a in 
podtip tuf-b2 imata na mestu 727 nukleotid gvanin, in tako kod za aminokislino valin, 
medtem ko je pri podtipu tuf-b1 na tem mestu nukleotid adenin – kod za aminokislino 
izolevcin (Aryan in sod., 2014) (Slika 2). Podtip tuf-b1 so dokazali pri 1 % svetlečih 
škržatkov in 34 % vzorcev vinske trte, podtip tuf-b2 pa pri vseh vzorcih koprive, 66 % 
okuženih vzorcev vinske trte in večini vzorcev svetlečega škržatka (Aryan in sod., 2014).  
 
Raziskave so pokazale, da je bila v obdobju med 2003 in 2008 fitoplazma 'Ca. P. solani' v 
Avstriji sicer pogosta na vinski trti, na koprivi pa zelo redka in omejena le na južni del 
Avstrije. Prav tako je bil le na jugu države prisoten svetleči škržatek. Z analizo RFLP 
pomnožkov PCR gena tuf so ugotovili, da je bil pred letom 2011 prisoten le tip tuf-b 
(Riedle-Bauer in sod., 2006; Riedle-Bauer in sod., 2008; Tiefenbrunner in sod., 2007). Po 
letu 2011 so se populacije svetlečih škržatkov, ki se hranijo na koprivi, nenadno razširile. 
Ker pred tem koprive niso bile okužene s fitoplazmami, je to najverjetneje omogočilo 
širitev podtipa tuf-b2, ki je v svetlečem škržatku najpogostejši (Aryan in sod., 2014).  
 
V predhodni raziskavi (Kavčič, 2015) so ugotovili, da sta v Sloveniji na vinski trti prisotna 
oba glavna tipa gena tuf – tuf-a in tuf-b, pri čemer prevladuje tip tuf-b. V vzorcih iz leta 
2007 in 2013 so ugotovili, da se je delež tuf-a v tem obdobju v Primorski vinorodni deželi 
višal, v Posavski in Podravski pa znižal (Kavčič, 2015). Povečanje tipa tuf-a v Primorski 
vinorodni deželi so pripisali bližini severnega dela Italije, kjer ta tip prevladuje, kljub 
porastu tipa tuf-b od leta 2002 dalje (Berger in sod., 2009). 
 
 
 
 
Slika 2: Razlike v nukleotidnem zaporedju na mestu 666 (v priležnih sekvencah je to mesto 525), kjer ima tip 
tuf-a (KJ469707) citozin, podtipa tuf-b1 (KJ469708) in tuf-b2 (KJ469709) pa timin; in na mestu 727 (v 
priležnih sekvencah mesto 586), kjer imata tuf-a in tuf-b2 gvanin, tuf-b1 pa adenin. 
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 VZORCI 
 
Molekulsko raznolikost izolatov fitoplazem smo določali na 117 vzorcih DNA, ki so jo 
predhodno izolirali iz vzorcev vinske trte (Mehle in sod., 2013a), nabranih v okviru 
pregleda stanja okuženosti vinske trte s fitoplazmami v Sloveniji med leti 2003 in 2016 
(2003, 2007, 2010, 2013, 2015, 2016; Priloga A) in na petih vzorcih koprive in dveh 
vzorcih korenja (Preglednica 7). V vseh vzorcih je bila v predhodnih analizah s PCR v 
realnem času (Mehle in sod., 2013b) potrjena prisotnost fitoplazme iz skupine 16SrXII. 
 
Referenčne sekvence za ločevanje genskih podtipov tuf-b smo pridobili v genski banki 
NCBI (National Centre for Biotechnology Information) pod številko dostopnosti (ang.: 
accession number) KJ469708 (tuf-b1) in KJ469709 (tuf-b2) (Aryan in sod., 2014). 
3.2 METODE 
 
 
Slika 3: Shema dela. 
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3.2.1 PCR 
 
Material: 
- komora za pripravljanje reakcijskih mešanic za PCR (Biosan DNA/RNA cleaner 
UVT-S-AR) 
- komora za delo s PCR produkti (Ehret, BIOSAFE 2) 
- komora za dodajanje DNA (Biosan DNA/RNA cleaner UVCT/T-M-AR) 
- oligonukleotidni začetniki (proizvajalec IDT) 
- dNTP mix (AppliedBiosystems GeneAmp dNTP blend, kat. št.: 1512154) 
- polimeraza, MgCl2, pufer (Invitrogen, ThermoFisherScientific, kat. št.: 1825424) 
- PCR System 9700 geneamp PCR cycler, Applied biosystems 
- sterilna, bidestilirana voda 
 
 
Postopek dela: 
Preglednica 1: Oligonukleotidni začetniki 
 
 
 
 
Preglednica 2: Sestava reakcijskih mešanic za reakcije PCR in ugnezdeno PCR. 
 
Kemikalija Končna koncentracija Volumen za eno reakcijo 
(µL) 
bidestilirana H2O  35,8 
10x high fidelity buffer 1x 5 
MgCl2 (50 mM) 2 mM 2 
dNTP (10 mM) 200 µM 1 
P1 (10 µM)* 400 nM 2 
P2 (10 µM)* 400 nM 2 
high fidelity Taq polimeraza (5U/ µl) 0,02 U/µL 0,2 
vzorec DNA/PCR pomnožek**  2 
*PCR: P1=fTuf1, P2=rTuf1; ugnezdena PCR: P1=fTufAY, P2=rTufAY 
**PCR: 2 µl 10x redčene DNA (vzorca) ; ugnezdena PCR: 2 µl PCR pomnožk 
Oligonukleotidni 
začetnik 
Nukleotidno zaporedje (5'-3') Tarča Velikost 
pomnožka 
Metoda Vir 
Tuf1f CACATTGACCACGGTAAAAC tuf 
 
1085 bp 
 
PCR 
 
Altschul 
in sod., 
1990 
 
Tuf1r CCACCTTCACGAATAGAGAAC 
TufAYf GCTAAAAGTAGAGCTTATGA tuf 
 
940 bp 
 
nPCR 
 
Alstschul 
in 
sod.,1990 
 
TufAYr CGTTGTCACCTGGCATTACC 
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Vse reakcije PCR in ugnezdene PCR smo izvedli po enakem postopku. V komori za 
pripravo reakcijskih mešanic za PCR smo bidestilirano vodo, pufer, MgCl2, 
oligonukleotidne začetnike in dNTP odtalili, pomešali in za želeno količino vzorcev 
prenesli v sterilno mikrocentrifugirko. Na koncu smo dodali še encim, ki smo ga do 
uporabe hranili v zamrzovalniku. Pripravljeno mešanico smo dobro premešali in razdelili 
ustrezno količino reakcijske mešanice v mikrocentrifugirke za PCR. V komori za 
dodajanje DNA smo v mešanico dodali 2 µL vzorca DNA, v primeru ugnezdene PCR pa 
smo v komori za dodajanje PCR pomnožkov dodali 2 µL PCR pomnožkov. Pri vsaki seriji 
reakcij smo pripravili še negativno kontrolo, ki je namesto vzorca DNA ali pomnožka PCR 
reakcije vsebovala enako količino bidestilirane vode, oziroma v primeru ugnezdene PCR 
negativen produkt PCR reakcije, kjer smo namesto DNA dodali bidestilirano vodo. Predno 
smo mešanico dali pomnoževat v aparaturo, smo jo še dobro premešali.  
 
 
Preglednica 3: Programi PCR in ugnezdene PCR 
 
 
 
3.2.2 RFLP – polimorfizem dolžin restrikcijskih fragmentov 
 
Material: 
- PCR System 9700 geneamp PCR cycler 
- sterilna, bidestilirana voda 
- komora za pripravljanje reakcijskih mešanic za PCR (Biosan DNA/RNA cleaner 
UVT-S-AR) 
- komora za delo s PCR produkti (Ehret, BIOSAFE 2) 
- kemikalije: restrikcijski encim HpaII (New England Biolabs, 10000 U/mL, kat.št. 
R0171L), reakcijski pufer (CutSmart, kat.št.:0121405, New England Biolabs) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 PCR (fTuf1, rTuf1) Ugnezdena PCR (fTufAY, rTufAY) 
začetna denaturacija 3 min/ 94 °C 3 min/ 94 °C 
denaturacija 30 s/ 94 °C 30 s/ 94 °C 
vezava začetnikov 30 s/ 45 °C 30 s/ 53 °C 
podaljševanje 1 min/ 68 °C 1 min/ 68 °C 
število ciklov 35 35 
končno podaljševanje 7 min/ 68 °C 7 min/ 68 °C 
inkubacija 4 °C 4°C 
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Postopek dela: 
 
Preglednica 4: Sestava reakcijske mešanice za RFLP analizo. 
Kemikalija Volumen za eno reakcijo (µL) 
ddH2O 36 
pufer 5 
encim 1 
vzorec (ugnezden PCR pomnožek) 8 
 
Najprej smo v komori za pripravljanje reakcijskih mešanic za želeno število vzorcev 
odpipetirali pufer, encim (Slika 4) in bidestilirano vodo v mikrocentrifugirko. Mešanico 
smo dobro premešali, ter razdelili po 42 µL mešanice v sterilne mikrocentrifugirke, 
namenjene za reakcije PCR. V komori za dodajanje pomnožkov PCR smo dodali še 8 µL 
pomnožka ugnezdene PCR, premešali in centrifugirali. Pri vsakem poskusu smo imeli še 
negativno kontrolo (bidestilirano vodo namesto pomnožka ugnezdene PCR). Reakcijske 
mešanice smo nato inkubirali 1 uro pri 37 °C. Razrezane pomnožke ugnezdene PCR smo 
po končani reakciji ločili z elektroforezo na 2,5 % agaroznem gelu.  
 
 
 
 
 
 
Slika 4: Cepitveno mesto encima HpaII (NEBiolabs, 2016). 
 
3.2.3 Agarozna gelska elektroforeza 
 
Z agarozno gelsko elektroforezo smo preverjali uspešnost pomnoževanja reakcije 
ugnezdene PCR – na gelu smo preverili, ali smo dobili produkte in ali ti produkti po 
velikosti ustrezajo genu, ki smo ga želeli pomnožiti. To metodo smo uporabili tudi za 
ločevanje fragmentov pomnožka ugnezdene PCR, ki ga je cepil restrikcijski encim HpaII. 
Omogočila nam je ločevanje genskih podtipov, in sicer ločitev na tuf-a in tuf-b. Zaradi 
razlik v velikosti fragmentov, ki smo jih ločevali z elektroforezo, smo pripravili gela z 
različno gostoto. Po reakciji ugnezdene PCR, ko smo pričakovali večje produkte, smo 
uporabili gel z 1% agaroze, po reakciji RFLP, ko pa so bili pomnožki razrezani in zato 
manjši, pa smo uporabili 2,5% agarozni gel (Preglednica 5).  
 
Material: 
- sterilna, bidestilirana voda 
- banjica za elektroforezo (Biorad, Sub-cell GT), glavniki in nosilci za gele (Biorad) 
- UV transiluminator ( Biosystematica, UVI prosystem) 
- tehtnica (Sanitorius BP 310 S) 
- Biorad Powerpack 3000 
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- Kemikalije: agaroza (Sigma, A-9539), pufer TAE (50x; Tris-base, EDTA, 
ledocetna kislina), nanašalni pufer (6x; bidestilirana voda, glicerol, xylene cyanol 
FF, bromfenol modro), etidijev bromid (10 mg /mL), GeneRuler 100bp DNA 
ladder plus (MBI fermentas, Thermo scientific) 
 
Postopek dela: 
 
Količino gela, nosilce in ostale kemikalije smo prilagodili glede na število analiziranih 
vzorcev. Agarozo smo raztopili v 1x pufru TAE, ohladili, dodali ustrezno količino 
etidijevega bromida, premešali in razlili v nosilec z glavničkom z ustreznim številom 
luknjic. Nato smo počakali da je nastal gel in ga prenesli v elektroforezno banjico s pufrom 
TAE. Nanesli smo dolžinski standard (1 µL lestvice, ki smo ji primešali kapljico -20 µL 
bidestilirane vode in kapljico nanašalnega pufra), nato vzorce. Za reakcije ugnezdene PCR 
smo uporabili 8 µL vzorca, ki smo mu primešali kapljico nanašalnega pufra, za reakcijo 
RFLP pa smo uporabili 20 µL vzorca, ki smo mu prav tako dodali kapljico nanašalnega 
pufra. Elektroforeza je potekala pri 100 V, 45 – največ 75 min. Po končani elektroforezi 
smo gele slikali pod UV transiluminatorjem.  
 
Preglednica 5: Sestava 1 % in 2,5 % agaroznega gela. 
 
Koncentracija Pufer TAE (mL) Agaroza (g) Etidijev bromid (µL) 
1 % 100 1  5 
2,5 % 100 2,5 5 
 
3.2.4 Čiščenje produktov ugnezdene PCR 
 
Za analizo vzorcev z določanjem nukleotidnega zaporedja je potrebno pomnožke očistiti iz 
reakcijske mešanice. To smo storili s pomočjo komercialnega kompleta za čiščenje PCR 
pomnožkov. 
 
Material: 
- MinElute PCR purification Kit (QIAGEN, kat.št. 28004): pufer PE, PB in EB ter 
pH indikator in mikrocentrifugirke z MinElute kolonami 
- 96 % etanol (Emsure, kat.št.: K477989083 619, Merck KGaA) 
- 3 M Na acetat (pH 5) 
- centrifuga Eppendorf 5417 R 
-  
Postopek dela: 
 
Pomnožke ugnezdene PCR smo očistili po navodilih proizvajalca kompleta za čiščenje. 
Pred pričetkom dela smo dodali 24 mL etanola k 6 mL pufra PE in 120 µL pH indikatorja 
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k 30 mL pufra PB. K pomnožkom ugnezdene PCR smo v komori za delo s pomnožki PCR 
dodali 5x volumen pufra PB (40 µL produkta ugnezdene PCR + 200 µL pufra). Če 
mešanica ni bila rumene barve, ampak vijolične, smo dodali 10 µL 3 M Na acetata (pH 5) 
in premešali. Celotno mešanico smo nato prenesli v mikrocentrifugirko z MinElute kolono 
(priložena kompletu in shranjena v hladilniku do uporabe). Mešanico smo centrifugirali 1 
min (vsi koraki centrifuge so potekali pri 13000 rcf pri sobni temperaturi), zavrgli izpirek 
in postavili kolono v novo mikrocentrifugirko brez pokrovčka. Na kolono smo dodali 750 
µL pufra PE, centrifugirali 1 min, odstranili izpirek in ponovno centrifugirali 2 min. V 
naslednjem koraku smo iz kolone sprali očiščen produkt ugnezdene PCR z dodatkom 2x 
po 10 µL pufra EB (čas inkubacije pufra na koloni: 2 min, centrifugiranje 1 min). Očiščene 
produkte smo označili z nalepkami, zaprli s parafilmom in shranili v zmrzovalniku (-20 
°C) do pošiljanja na analizo. 
3.2.5 Čiščenje pomnožkov ugnezdene PCR – izrezovanje iz gela 
 
Ker so bili rezultati določanja nukleotidnega zaporedja nekaterih vzorcev v neskladju s 
pričakovanimi in smo domnevali, da je nespecifično pomnoženih pomnožkov preveč, smo 
pomnožke ugnezdene PCR izrezali iz gela.  
 
Material: 
- DNA gel extraction kit (Merck KgaA, kat. št.: LSKGEL050): modificiran pufer 
TAE, mikrocentrifugirke s kolono 
 
Postopek dela: 
Pripravili smo 1 % agarozni gel z modificiranim pufrom TAE. Tudi elektroforeza je 
potekala v modificiranem pufru TAE. Po elektroforezi smo izbrali fragmente ustrezne 
velikosti (približno 1000 bp), jih s skalpelom pod UV lučjo izrezali in očistili s kompletom 
po navodilih proizvajalca: izrezane delčke gela smo v mikrocentrifugirkah s kolono 
centrifugirali 10 min na 5000 g.  
3.2.6 Določanje nukleotidnega zaporedja 
 
Očiščene pomnožke ugnezdene PCR smo skupaj z začetnimi oligonukleotidi za ugnezdeno 
PCR poslali na Macrogen Europe (Nizozemska), kjer so izvedli reakcije standardnega 
sekvenciranja. Vsak pomnožek smo sekvencirali dvakrat, v smiselni in protismiselni smeri. 
Dobljene rezultate smo analizirali s pomočjo orodja ContigExpress v računalniškem 
programu Vector NTI (ThermoFisher Scientific). Če je med zaporedjem prebranim v 
smiselni smeri in zaporedjem, prebranim v protismiselni smeri, prišlo do neujemanja med 
nukleotidi, smo ustreznost nukleotidnega zaporedja preverili na kromatogramu za vsak 
nukleotid, ki se ni ujemal, posebej. Dobljena zaporedja smo nato s pomočjo orodja BLAST 
in baze podatkov NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) primerjali z že 
objavljenimi genotipi: tuf-b1 (KJ469708) in tuf-b2 (KJ469709).  
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4 REZULTATI 
4.1 ANALIZA VZORCEV (UGNEZDENE) PCR 
 
Vzorce DNA, vzorčene med leti 2003 in 2016, v katerih je bila predhodno potrjena 
prisotnost fitoplazme iz skupine 16SrXII, smo analizirali z ugnezdeno PCR. S pomočjo 1% 
agarozne gelske elektroforeze smo preverili, ali smo z reakcijo PCR pomnožili ustrezen 
fragment – gen tuf. V primeru uspešnega pomnoževanja smo na gelu dobili fragment 
dolžine približno 940 bp (Slika 5). To smo preverili pri 44 vzorcih, pri ostalih vzorcih pa 
smo uspešnost pomnoževanja s PCR preverili posredno, in sicer na podlagi uspešne analize 
z RFLP ali določanjem nukleotidnega zaporedja.  
 
 
Slika 5: Pomnožki ugnezdene PCR reakcije gena tuf z oligonukleotidnimi začetniki fTUFAY/rTUFAY. 
Elektroforeza je potekala na 1 % gelu. L: GeneRuler 100 bp DNA ladder plus, ThermoScientific; NK: 
negativna kontrola (namesto vzorca je dodana enaka količina bidestilirane vode).  
4.2 ANALIZA REZULTATOV RFLP NA VZORCIH VINSKE TRTE 
 
Pomnožke, ki smo jih dobili z reakcijo ugnezdene PCR, smo analizirali z RFLP. Pomnožke 
117 vzorcev vinske trte iz reakcije ugnezdene PCR smo cepili z restrikcijskim encimom 
HpaII. Na podlagi velikosti fragmentov smo vzorcem določili profil tipa tuf-a oziroma tuf-
b (Slika 6). Pri tuf-a so bili na gelu jasno vidni fragmenti velikosti 410 bp, 300 bp in 180 
bp, pri tuf-b pa 650 bp in 300 bp (glej razpravo). 
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Slika 6: Profil tipa tuf-a in tuf-b za vzorce po cepitvi produkta ugnezdene PCR z restrikcijskim encimom 
HpaII. L: GeneRuler 100bp DNA ladder plus (ThermoScientific); NK: negativna kontrola. Elektroforeza je 
potekala na 2,5 % agaroznem gelu.  
 
Rezultate analize vzorcev z RFLP (Priloga A) v nadaljevanju interpretiramo skupaj z 
rezultati Kavčič (2015), ki je izvedla enako analizo na vzorcih vinske trte iz leta 2007 in 
2013. Analiza RFLP je potrdila, da sta na podlagi gena tuf v Sloveniji prisotna dva tipa, 
tuf-a in tuf-b. Tuf-b je pogostejši, saj smo ta tip določili v 63 % od 191 analiziranih 
vzorcev DNA, medtem ko smo tip tuf-a določili v 37 % od 191 analiziranih vzorcev DNA. 
Od skupno 117 analiziranih vzorcev DNA iz Primorske vinorodne dežele jih je imelo tip 
tuf-a 48 %, tip tuf-b pa 52 %. V Primorski vinorodni deželi je bilo razmerje med tuf-a in 
tuf-b v letih 2003, 2010, 2015 in 2016 v prid tuf-a, medtem ko je bilo to razmerje leta 2007 
in 2013 v prid tuf-b. Delež tipa tuf-b v vzorcih DNA iz Podravske vinorodne dežele je bil 
večji, in sicer smo tip tuf-b določili v kar 81 % od 74 analiziranih vzorcev. Tip tuf-b je v 
Podravski vinorodni deželi prevladoval v vseh preiskovanih letih (64-100 %), z izjemo leta 
2003, ko smo z analizo sicer relativno majhnega števila vzorcev (6) ugotovili enako 
razmerje med tuf-a in tuf-b.  
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Preglednica 6: Pojavnost in pogostnost tipov tuf v vzorcih vinske trte glede na vinorodno deželo in leto 
vzorčenja. 
 
* podatki vzeti iz Kavčič (2015) 
4.3 ANALIZA REZULTATOV DOLOČANJA NUKLEOTIDNEGA ZAPOREDJA 
GENA TUF (POMNOŽKOV REAKCIJ UGNEZDENE PCR) NA VZORCIH 
VINSKE TRTE 
 
Pomnožke tipa tuf-b smo očistili za nadaljnjo analizo z določanjem nukleotidnega 
zaporedja. Dobljena nukleotidna zaporedja smo primerjali z nukleotidnimi zaporedji 
podtipov tuf-b1 (KJ469708) in tuf-b2 (KJ469709) (Aryan in sod., 2014).  
 
Podtip tuf-b1 in tuf-b2 smo določali na 71 vzorcih DNA iz vinske trte, od tega je bilo 34 
vzorcev DNA iz Primorske in 37 vzorcev DNA iz Podravske vinorodne dežele. Podtip tuf-
b1 smo določili 44 vzorcem (62 %), tuf-b2 pa 27 (38 %). Podtip tuf-b2 je razen ene izjeme 
prisoten izključno v Podravski vinorodni deželi, prvič ga zaznamo leta 2007 (Slika 7). V 
Primorski vinorodni deželi je bil delež podtipa tuf-b2 tako le 3 % (tuf-b1: 97 %), v 
Podravski vinorodni deželi pa smo podtip tuf-b2 dokazali kar v 70 % (tuf-b1: 30 %). V 
Podravski vinorodni deželi je kljub relativno majhnemu številu analiziranih vzorcev 
opazen postopen trend upadanja podtipa tuf-b1 na račun naraščanja deleža podtipa tuf-b2, 
saj je podtip tuf-b1 leta 2003 predstavljal 100 % od vseh analiziranih tuf-b vzorcev, leta 
2007 57 %, 2010 29 %, leta 2013 19 %, leta 2015 le še 8 % vse do leta 2016, ko ga ne 
zaznamo več. 
 
Regija Leto 2003 2007 2010 2013 2015 2016 Skupaj 
Primorska  št. vzorcev 8 39* 19 22* 23 6 117 
 tuf-a (%) 87,5 23,1* 52,6 40,9* 65,2 100 47,8 
 tuf-b (%) 12,5 76,9* 47,4 59,1* 34,8 0 52,2 
Podravska  št. vzorcev 6 11* 9 32* 12 4 74 
 tuf-a (%) 50 36,4* 22,2 9,4* 16,7 0 18,9 
 tuf-b (%) 50 63,6* 77,8 90,6* 83,3 100 81,1 
         
Skupaj št. vzorcev 14 50 28 54 35 10 191 
 tuf-a (%) 71,4 26 42,9 22,2 48,6 60 36,6 
 tuf-b (%) 28,6 74 57,1 77,8 51,4 40 63,4 
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Slika 7: Porazdelitev podtipov gena tuf vzorcev vinske trte v Sloveniji. Podatki o tuf-a in tuf-b za leto 2007 in 
2013 so povzeti po Kavčič (2015). *: podtip tuf-b1 oziroma tuf-b2 ni določen. 
 
Vzorcu iz leta 2013, z oznako D314/13, iz SV dela Slovenije smo določili podtip tuf-b2, 
kljub temu, da smo pri tem vzorcu na mestu 326 določili nukleotid timin v nasprotju z 
nukleotidom citozinom, ki je bil prisoten pri vseh ostalih vzorcih z določenim podtipom 
tuf-b2 (Slika 8). Dobljeno razliko v nukleotidnem zaporedju smo potrdili z dodatno analizo 
nukleotidnega zaporedja, pridobljenega iz na novo pripravljenega pomnožka ugnezdene 
PCR (Priloga B). 
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Slika 8: Razlika pri vzorcu D314/13 (celotno dobljeno nukleotidno zaporedje je v Prilogi B), na poziciji 185 
v priležnih sekvencah (pozicija 326 v genu) ima timin, tuf-a (KJ469707) in oba podtipa tuf-b1 (KJ469708) in 
tuf-b2 (KJ469709) pa citozin. Z modro so označene razlike v nukleotidih. 
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4.4 ANALIZA REZULTATOV RFLP IN DOLOČANJA NUKLEOTIDNEGA 
ZAPOREDJA GENA TUF NA VZORCIH KORENJA IN KOPRIV 
 
Analizirali smo tudi pet vzorcev kopriv in dva vzorca korenja, v katerih je bila predhodno 
potrjena okužba s fitoplazmo iz skupine 16SrXII. Gen tuf smo uspešno pomnožili pri dveh 
vzorcih kopriv in pri obeh vzorcih korenja. Pri obeh vzorcih kopriv smo nato določili 
prisotnost podtipa tuf-b2, pri korenju pa je en vzorec predstavljal tip tuf-a, drugi pa tuf-b 
(podtip tuf-b2) (Preglednica 7).  
 
Preglednica 7: Rezultati analize pomnožkov gena tuf. 
 
ID (Dxyz/leto) Kraj Rastlina Cq* Profil tuf 
283/16 Janeževa Gorca kopriva 27 b2 
294/16 Drenovec kopriva 36 nd 
296/16 Drenovec kopriva 38 nd 
303/16 Maribor kopriva 24 b2 
305/16 Maribor kopriva 36 nd 
509/16 Groblje pri 
Preklopi 
korenje 26 a 
369/16 Dolga vas korenje 27 b2 
(nd: ni določeno, ker nismo dobili pomnožka ugnezdene PCR) 
* analiza s PCR v realnem času z amplikonom BNgen (vir podatkov: arhiv Nacionalnega inštituta za 
biologijo). Vrednost Cq pomeni število ciklov, da fluorescentni signal preseže ozadje in je obratno 
sorazmerna s količino tarčne DNA v vzorcu. 
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5 RAZPRAVA 
5.1 ANALIZA VZORCEV VINSKE TRTE  
 
Z oligonukleotidni začetniki Tuf1 in TufAY smo uspešno pomnožili gen tuf pri 116 od 117 
analiziranih vzorcev. Ti začetniki omogočajo specifično pomnožitev 940 bp dolgega 
odseka gena tuf (Schneider in sod., 1997). Pri 116 vzorcih je bila dolžina ugnezdenega 
produkta ustrezna. Vzorcu D400/15 zaradi nejasnega kromatograma nismo uspeli določiti 
nukleotidnega zaporedja kljub večkratnim ponovitvam (preverjeni tudi različni načini 
čiščenja produkta ugnezdene PCR pred pošiljanjem v sekvenciranje). Dolžina pomnožka je 
bila za približno 50 bp krajša od pričakovane. Pri tem vzorcu je omenjen produkt 
najverjetneje nespecifičen pomnožek, na kar nakazuje tudi neznačilen profil po analizi 
RFLP (Priloga C). Predvidevamo, da specifičnega produkta nismo dobili, ker je bilo v 
vzorcu malo fitoplazemske DNA, kar sklepamo iz rezultatov predhodnih analiz s PCR v 
realnem času. Vzorec D400/15 je imel namreč kot rezultat analize s 16SrXII specifičnim 
PCR v realnem času relativno visoko vrednost Cq (Cq=34; Priloga A). S PCR v realnem 
času merimo fluorescentni signal, ki nastane pri podvojevanju tarčnega gena. Vrednost Cq 
pomeni število ciklov, pri katerih fluorescentni signal preseže ozadje in je obratno 
sorazmerna s količino tarčne DNA v vzorcu. Ker je občutljivost ugnezdene PCR manjša od 
občutljivosti PCR v realnem času (Hren in sod., 2007), smo v to študijo vključili predvsem 
vzorce z vrednostjo Cq pod 30, saj je zanje večja verjetnost uspešne pomnožitve tarčnega 
odseka DNA z ugnezdeno PCR.  
 
Po reakciji ugnezdene PCR smo pomnožke (gen tuf) naprej analizirali z RFLP. Ko smo 
gen cepili z encimom HpaII, smo dobili dva različna cepitvena profila. Program NebCutter 
(New England Biolabs) nam pokaže, da izbrani encim cepi tuf-b na mestu 301 in 367, kar 
bi vodilo do fragmentov sledečih velikosti: 65, 300, 366, 579 in 645 bp. Zamenjava na 
mestu 666 privede do dodatnega cepitvenega mesta za encim, zato naj bi imel profil tuf-a 
na elektroforezi vidne fragmente drugih velikosti, in sicer: 65, 174, 240, 300, 366, 404, 
541, 579 in 645 bp (Kavčič, 2015). Na gelu sicer nismo vedno jasno videli vseh 
fragmentov, vendar pa je bilo kljub temu nedvoumno razvidno, kateri vzorec pripada tipu 
tuf-a in kateri tipu tuf-b (Slika 6). Vzorce, ki so imeli jasne fragmente velikosti 180 bp, 300 
bp in 410 bp smo označili kot tip tuf-a; vzorce z jasno vidnimi fragmenti velikosti 300 bp 
in 650 bp pa pripadajo tipu tuf-b (Slika 6). Boljše ločevanje fragmentov med seboj bi lahko 
dosegli z daljšim časom poteka elektroforeze in gostejšim gelom, vendar to za naše potrebe 
ni bilo pomembno. 
5.1.1 Analiza razporeditve vzorcev tuf-a in tuf-b na vinski trti 
 
Tip tuf-a prevladuje v severozahodni Evropi, tuf-b pa na vzhodu in jugozahodu Evrope 
(Cvrković in sod., 2014). Iz tega smo sklepali da se bo v severovzhodnih vinorodnih 
okoliših Slovenije pogosteje pojavljal tip tuf-b, na jugozahodu Slovenije pa tuf-a. V 
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predhodnih raziskavah (Kavčič, 2015) je bilo ugotovljeno, da sta v Sloveniji prisotna oba 
tipa, pri čemer prevladuje tuf-b (79 % od 155 analiziranih vzorcev). S pregledom analiz za 
117 vzorcev iz Primorske in 74 vzorcev iz Podravske vinorodne dežele smo ugotovili, da v 
obeh prevladuje tuf-b, pri čemer smo tuf-b dokazali na vzorcih odvzetih v Primorski 
vinorodni deželi v 52 %, na vzorcih iz Podravske vinorodne dežele pa v kar 81 %. S tem se 
približamo zgoraj zapisani hipotezi, saj je tuf-a bistveno bolj pogost na JZ kot na SV. 
Slovenija je nekakšna povezava med Italijo, kjer sta prisotna tuf-a in tuf-b (Berger in sod., 
2009a) ter Avstrijo, kjer je prisoten izključno tuf-b (Aryan in sod., 2014). 
 
 Zato v Sloveniji lahko najdemo oba tipa fitoplazme, vendar se pričakovano prisotnost tuf-
a s pomikanjem proti severovzhodu zmanjšuje (Slika 9). Na severovzhodu je nakazan trend 
zmanjševanja deleža tuf-a od leta 2003 in večanje deleža tuf-b, kar sovpada tudi z 
ugotovitvami iz raziskave Kavčič (2015) in je pričakovano glede na rezultate iz Avstrije 
(Aryan in sod., 2014). Na severu Italije naj bi se od leta 2002 povečeval odstotek tuf-b 
(Berger in sod., 2009; Baric in Dalla Via, 2007). Do leta 2002 so v Severni Italiji na 
koprivi in na vinski trti zaznali samo tip tuf-a. Delež tipa tuf-b se je v Italiji začel postopno 
povečevati, leta 2004 je bilo s tuf-b okuženih 12 % vzorcev trte, leta 2005 pa 23 %. Leta 
2007 je tip tuf-a v Italiji še vedno prevladujoč; 73,5 % vzorcev trte je bilo okuženih s tuf-a, 
26,5 % pa s tuf-b (Baric in Dalla Via, 2009). Podoben trend opažamo tudi v Sloveniji. Leta 
2003 v JZ Sloveniji izmed 8 vzorcev zaznamo tuf-a pri 7 vzorcih, tuf-b pa le pri enem 
vzorcu. Leta 2007 pa jih je od 39 analiziranih vzorcev iz JZ dela Slovenije s tuf-b okuženih 
že kar 77 %. V obdobju od 2010 in 2013 zaznamo na vzorcih iz JZ dela Slovenije 
uravnoteženo razmerje med tuf-a in tuf-b (od skupno 41 analiziranih vzorcev je imelo tuf-a 
46 %, tuf-b pa 54 %), v zadnjih letih (2015 in 2016) pa je ponovno opažena porast tipa tuf-
a, saj je bilo od skupno 29 analiziranih vzorcev s tuf-a okuženih kar 72 %. 
 
Rezultati nakazujejo na možnost, da se je bolezen k nam širila iz dveh smeri – iz Italije na 
JZ države in iz Avstrije na SV države. Različno razmerje tuf-a in tuf-b na SV in JZ države 
pa je seveda lahko tudi ali zgolj posledica različne zastopanosti naravnega rezervoarja (npr. 
njivskega slaka kot rezervoarja za tuf-b); česar pa v sklopu te naloge nismo preverjali. 
5.1.2 Analiza nukleotidnega zaporedja gena tuf za vzorce vinske trte, okužene s ‘Ca. 
P. solani’ tipa tuf-b 
 
Aryan in sod. (2014) so ugotovili, da v Avstriji obstajata dva podtipa tipa tuf-b: tuf-b1 
(identičen referenčnemu izolatu tipa tuf-b, KJ469708) in tuf-b2 (KJ469709). Ker razlike 
med podtipoma tuf-b1 in tuf-b2 ne moremo videti zgolj na podlagi analize RFLP, smo 
morali določiti nukleotidno zaporedje odseka gena tuf. Nukleotidno zaporedje smo določili 
71 vzorcem, ki smo jih predhodno z RFLP določili kot tip tuf-b. Ugotovili smo, da sta v 
Sloveniji prisotna oba podtipa. Tuf-b2 je razen z eno izjemo (en vzorec iz leta 2010) 
prisoten zgolj na SV, kjer je skozi preiskovano obdobje kljub malemu številu analiziranih 
vzorcev nakazan trend naraščanja njegovega deleža. V SV delu Slovenije je bilo namreč do 
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leta 2010 od skupno 10 vzorcev tipa tuf-b 70 % podtipa tuf-b1 in 30 % tuf-b2, od vključno 
leta 2010 pa od skupno 27 analiziranih vzorcev tipa tuf-b kar 85 % podtipa tuf-b2 in le 
15% tuf-b1 (Slika 9). Razmerje med tuf-b1 in tuf-b2 je podobno kot so ga dokazali v 
Avstriji , kjer so na vinski trti vzorčeni v obdobju med 2011 in 2012 34 % preiskovanim 
vzorcem določili podtip tuf-b1, 66 % pa tuf-b2. Nadaljnje sledenje spreminjanja 
nukleotidnega zaporedja gena tuf bo pokazalo, kako pomembna je opažena razlika v 
zaporedju tega gena pri vzorcu D314/13 za epidemiologijo bolezni. 
 
 
 
Slika 9: Grafični prikaz razporeditve analiziranih vzorcev, kjer vsaka pika predstavlja en vzorec. Podatki o 
tuf-a in tuf-b za leto 2007 in 2013 so povzeti po Kavčič (2015).*: podtip tuf-b1 oziroma tuf-b2 ni določen. 
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5.2 ANALIZA REZULTATOV VZORCEV DRUGIH RASTLIN 
 
Poleg vzorcev vinske trte smo analizirali še 5 vzorcev kopriv in 2 vzorca korenja. Koprive 
so bile vzorčene sočasno in na isti lokaciji kot vzorci vinske trte, v katerih smo dokazali 
okužbo s 'Ca. P. solani' tipa tuf-a oziroma podtipa tuf-b2 (Preglednica 8). Produkt 
ugnezdene PCR ustrezne velikosti smo dobili le na dveh vzorcih kopriv. Vzrok za 
neuspešno pomnoževanje tarčnega dela fitoplazemske DNA pri treh vzorcih kopriv je 
najverjetneje nizka koncentracija fitoplazme v vzorcu, saj so bile vrednosti Cq analize na 
prisotnost fitoplazme iz skupine 16SrXII pri teh treh vzorcih visoke (D294/16: Cq=36; 
D296/16: Cq=38 in D305/16: Cq=36). Nespecifičnim produktom ugnezdene PCR zaradi 
slabih kromatogramov nismo uspeli določiti nukleotidnega zaporedja. Tudi cepitveni profil 
RFLP (Priloga C) je pokazal, da nismo dobili značilnega cepitvenega profila za gen tuf.  
 
Preglednica 8: Primerjava profilov koprive in vinske trte iz istih lokacij. 
 
Lokacija Vzorec trta Profil Vzorec kopriva Profil 
Janeževa Gorca D627/16, D623/16, D624/16, D630/16, 
D625/16 
tuf-a D283/16 tuf-b2 
Maribor D306/16, D307/16, D308/16, D309/16 tuf-b2 D303/16 tuf-b2 
 
Enako kot v Avstriji (Aryan in sod., 2014), kjer so na vseh preiskovanih vzorcih koprive 
dokazali podtip tuf-b2 (po letu 2011, pred tem je na koprivi prevladoval tuf-a), smo tudi v 
obeh naših uspešno analiziranih vzorcih kopriv dokazali okužbo s 'Ca. P. solani' podtipa 
tuf-b2. Profil gena tuf, ki smo ga dokazali na vzorcu koprive iz Janeževe Gorce ni bil enak 
profilu, ki smo ga našli na vzorcih vinske trte, ki so rastle v bližini (tuf-a). Iz tega lahko 
sklepamo, da koprive na tej lokaciji niso bile vir okužbe za trto. Okužene koprive so v 
Avstriji našli šele po letu 2007.  
 
V Avstriji so med leti 2003 in 2008 našli veliko okužb njivskega slaka, kjer je prevladoval 
podtip tuf-b1, ki je najpogostejši tudi na vinski trti (Aryan in sod., 2014). Po letu 2008 je v 
Avstriji 5 % prenašalcev fitoplazme 'Ca. P. solani' svetlečih škržatkov okuženih s tuf-a, 4 
% s tuf-b1 in 91 % s podtipom tuf-b2.  
 
V vzorcu korenja D509/16 smo dokazali okužbo s tipom tuf-a, v drugem vzorcu korenja 
(D369/16) pa s podtipom tuf-b2. Iz tega lahko sklepamo le to, da korenje je gostiteljska 
rastlina, ki pa nima preference za določen podtip oziroma je le-ta najverjetneje odvisen od 
geografske lokacije. Za točnejše rezultate bi morali analizirati večje število vzorcev. 
 
Do sedaj je veljalo, da je gostiteljska rastlina za tuf-a in tuf-b2 izključno velika kopriva, za 
tuf-b1 pa njivski slak. Z našo raziskavo smo potrdili, da se na koprivi pojavlja tuf-b (v 
našem primeru tuf-b2), vendar bi morali za točnejše in bolj zanesljive zaključke testirati 
več vzorcev, kot smo jih v tej nalogi. 
Vidmar S. Molekulska raznolikost populacij ‘Candidatus Phytoplasma solani’ v slovenskih vinorodnih deželah.  
  Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2017 
  
28 
6 SKLEPI 
 
Potrdili smo ugotovitve, da v Sloveniji vinsko trto okužujeta oba tipa 'Ca. P. solani', tuf-a 
in tuf-b: 
 potrdili smo, da je v Sloveniji pogostejši podtip tuf-b, ki prevladuje tako v 
Primorski (52 %) kot Podravski vinorodni deželi (81 %); 
 delež  tipa tuf-a je v Primorski vinorodni deželi večji (48 %) v primerjavi s 
Podravsko (19 %). 
V Sloveniji se pojavljata oba podtipa tuf-b: tuf-b1 in tuf-b2: 
 v Primorski vinorodni deželi smo v 97 % vzorcev vinske trte, okužene s tuf-b, 
ugotovili podtip tuf-b1 (tuf-b2 je bil ugotovljen le v enem vzorcu); 
 v Podravski vinorodni deželi smo podtip tuf-b1 ugotovili v skupno 30 % vzorcev 
vinske trte, okužene s tuf-b, tuf-b2 pa v 70 % vinske trte, okužene s tuf-b tipom 'Ca. 
P. solani'. Nakazan je trend naraščanja deleža tuf-b2 v obdobju od 2007 do 2016; 
 koprive so okužene s podtipom tuf-b2; 
 korenje je okuženo s tuf-a in podtipom tuf-b2. 
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7 POVZETEK 
 
'Ca. P. solani' je kot povzročiteljica navadne trsne rumenice gospodarsko pomembna 
fitopalzma. Bolezen je razširjena po celotni Evropi in tudi drugod po svetu kjer gojijo 
vinsko trto. Glede na označevalni gen tuf jo uvrščamo v dva tipa, tuf-a in tuf-b, tip b pa na 
podlagi nukleotidnega zaporedja tega gena še na dva podtipa, tuf-b1 in tuf-b2. Razlike, ki 
so med tipi in podtipi vidne v genomu (nukleotidnem zaporedju), se odražajo tudi v  
epidemiologiji, predvsem na gostiteljskih rastlinah.  
 
Namen magistrske naloge je bila določitev molekulske raznolikosti te fitoplazme v 
Sloveniji na osnovi analize gena tuf. Primerjali smo geografsko in časovno razporeditev 
genotipov te fitoplazme v Sloveniji ter rezultate primerjali s podatki iz sosednjih držav.  
 
Analizirali smo vzorce vinske trte, vzorčene v obdobju od 2003 do 2016, in vzorce kopriv 
in korenja (vzorčene leta 2016), v katerih je bila že predhodno dokazana okužba s 
fitoplazmo iz skupine 16SrXII. Z ugnezdeno PCR smo pomnožili gen tuf. Tip tuf-a 
oziroma tuf-b smo določili z RFLP, podtip tuf-b1 oziroma tuf-b2 pa z določanjem 
nukleotidnega zaporedja pomnožkov ugnezdene PCR.  
 
Analiza je pokazala, da se pojavnost tipov in podtipov skozi trinajstletno letno časovno 
obdobje na vinski trti v Sloveniji spreminja in da je odvisna tudi od geografskega območja. 
Na vinski trti sta prisotna oba tipa, tuf-a in tuf-b, pri čemer tuf-b prevladuje v obeh 
preiskovanih območjih – Primorski in Podravski vinorodni deželi. Tuf-a je pogostejši 
primorski vinorodni deželi, kjer predstavlja slabo polovico analiziranih vzorcev, medtem 
ko je v Podravski vinorodni deželi tipa tuf-a le ena petina. Večji delež tuf-a na JZ 
pripisujemo bližini meje z Italijo, kjer imajo, za razliko od Avstrije, poleg tuf-b, tudi tuf-a. 
Dokazali smo tudi, da se v Sloveniji na vinski trti pojavljata oba tipa tuf-b, ki sta bila 
dokazana v Avstriji: tuf-b1 in tuf-b2. Tuf-b1 je prisoten tako v obeh preiskovanih 
vinorodnih deželah. Tuf-b2 smo razen ene izjeme dokazali le na vzorcih iz vinske trte iz 
Podravske vinorodne dežele, kjer se je njegov delež v preiskovanem obdobju povečeval.  
 
Na koprivi kot gostiteljski rastlini se pojavlja podtip tuf-b2, na korenju pa tuf-a in tuf-b2.  
 
Raziskava je pokazala, da so v Sloveniji prisotni različni izolati bakterije 'Ca. P. solani', ki 
povzroča navadno trsno rumenico na vinski trti. Razmerje med posameznimi podtipi se 
skozi preiskovano obdobje spreminja in je odvisno tudi od geografskega območja, iz česar 
lahko sklepamo na pot širjenja bolezni. Za določanje epidemiološkega cikla bi morali 
testirati več potencialnih gostiteljskih rastlin. 
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PRILOGE 
 
Priloga A: Rezultati analize pomnožkov genov tuf za vzorce analizirane v okviru te magistrske naloge. JZ 
Slovenija – rumena barva; SV Slovenija – rdeča barva (n.p.: ni podatka). 
 
ID 
(DXYZ/leto) 
Kraj vzorčenja Sorta Cq* Profil tuf 
606/03 Prvačina  n.p. n.p.  b1 
607/03 Vogrsko n.p. n.p. a 
715/03 Duplje n.p. n.p. a 
716/03 Duplje n.p. n.p. a 
717/03 Duplje n.p. n.p. a 
730/03 Podsabotin n.p. n.p. a 
732/03 Podsabotin n.p. n.p. a 
816/03 Vrhpolje n.p. n.p. a 
682/03 Placar n.p. n.p. a 
687/03 Svetinje n.p. n.p. a 
688/03 Svetinje n.p. n.p. a 
694/03 Jeruzalem n.p. n.p. b2 
683/03 Placar n.p. n.p. b2 
791/03 Piramida n.p. n.p. b2 
570/07  Medana Chardonnay  28,6 b1 
758/07  Sečovlje  Chardonnay 28,4 b1 
501/07  Vogrsko  Chardonnay 30,4 b1 
580/07  Vrtovče  Chardonnay 30,2 b1 
582/07  Šmarje  Chardonnay 29,6 b1 
571/07 Ceglo  Beli pinot 30,5 b1 
583/07 Zajčevca  Chardonnay 30,2 b1 
757/07 Sečovlje  Chardonnay 30,9 b1 
572/07 Grotišče  Chardonnay 30,1 b1 
723/07 Brič  Chardonnay 29,4 b1 
710/07  Juršinci Chardonnay  30,8 b1 
684/07  Zg. Gabernik  Chardonnay 28 b1 
683/07  Tolsti vrh  Chardonnay 29,2 b2 
680/07  Klokočovnik  Modra Frankinja 29 b1 
608/07  G. Radgona  Chardonnay 28,7 b1 
597/07 Litmerk  Sivi Pinot 32,3 b2 
712/07 Juršinci  Modri Pinot 33,9 b2 
306/10 Sečovlje namizno 28,75 a 
412/10 Šempas Chardonnay 29,27 a 
se nadaljuje … 
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Nadaljevanje priloge A: Rezultati analize pomnožkov genov tuf za vzorce analizirane v okviru te magistrske 
naloge. 
ID 
(DXYZ/leto) 
Kraj vzorčenja Sorta Cq* Profil tuf 
278/10 Neblo Chardonnay 29,85 b1 
414/10 Oševljek Chardonnay 29,15 b1 
416/10 Duplje Chardonnay, beli pinot 28,64 a 
369/10 Kune Chardonnay 29,3 a 
413/10 Dornberk sivi pinot 30,23 a 
417/10 Slap Chardonnay, rebula 28,49 a 
418/10 Slap pinela 30,22 a 
419/10 Kromberk Chardonnay 28,1 a 
780/10 Izola rumeni muškat 26,47 b1 
781/10 Izola  Rumeni muškat 32,33 b1 
803/10 Izola  Refošk 33,8 b1 
386/10 Šmarje  Malvazija 30,9 a 
382/10 Gorenja Brezovica  neznano 28,9 b2 
368/10 Hrib  Modri pinot 32,9 a 
365/10 Kune  Beli pinot 32,7 b1 
346/10 Koper  Malvazija 32,8 b1 
274/10 Ankaran  Chardonnay 30,8 b1 
448/10  Maribor   Renski rizling 29,86 b2 
459/10  Gornja Radgona Rizvanec  28,62 b2 
449/10  Maribor  Chardonnay 29,53 b2 
445/10  Dragučova Renski rizling  29,19 b2 
446/10  Trčova Chardonnay  28,84 a 
322/10 Ptujska cesta  Chardonnay 31,4 b1 
323/10 Ptujska cesta  Renski rizling 32,5 a 
325/10 Ptujska cesta  neznana 29,9 b2 
406/10 Polički vrh  Renski rizling 29,7 b1 
562/13 Nova Gorica  Chardonnay, malvazija 27,2 b1 
751/13  Ceglo  Chardonnay 28,5 b1 
860/13  Lokvica  Chardonnay 26,5 b1 
705/13  Koštabona  Malvazija 26,4 b1 
559/13  Nova Gorica  Malvazija 29,5 b1 
626/13  Barban  neznana 26,8 b1 
307/13  Kalvarija  Chardonnay 27,9 b2 
665/13  Krčevina pri 
Vurbergu 
 Chardonnay 25 b2 
se nadaljuje … 
 
 
 
 
 
 
 
Vidmar S. Molekulska raznolikost populacij ‘Candidatus Phytoplasma solani’ v slovenskih vinorodnih deželah.  
  Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2017 
 
  
Nadaljevanje priloge A: Rezultati analize pomnožkov genov tuf za vzorce analizirane v okviru te magistrske 
naloge. 
 
ID 
(DXYZ/leto) 
Kraj vzorčenja Sorta Cq* Profil tuf 
354/13  G. Radgona  Chardonnay 28,3 b1 
355/13  Maribor  Renski rizling 25,7 b2 
305/13  Kalvarija  Renski rizling 28,1 b2 
314/13  Maribor  Savignon 25,9 b2 
201/15 Dragonja Chardonnay 26,79 a 
243/15 Nova Gorica Chardonnay 28,36 a 
244/15 Nova Gorica Chardonnay 28,82 b1 
245/15 Nova Gorica Chardonnay 26,56 b1 
247/15 Nova Gorica Chardonnay, merlot 29,15 a 
249/15 Nova Gorica Chardonnay 29,36 a 
276/15 Nova Gorica Chardonnay 26,06 a 
277/15 Nova Gorica Chardonnay 27,38 b1 
278/15 Nova Gorica Chardonnay 26,76 b1 
281/15 Nova Gorica Chardonnay 28,3 a 
282/15 Nova Gorica Chardonnay 28,54 a 
391/15  Nova Gorica  Sivi pinot 29,75 b1 
457/15  Škocjan  Chardonnay 28,92 b1 
374/15  Nova Gorica  Refošk 28,78 b1 
458/15  Labor ref  Refošk 29,33 a 
396/15  Nova Gorica  Chardonnay 28,94 a 
390/15  Nova Gorica  Rebula 25,76 a 
389/15  Nova Gorica  Rebula 28,02 a 
372/15  Nova Gorica  Sivi pinot 29,85 a 
401/15 Nova Gorica  Chardonnay 28,6 b1 
399/15 Nova Gorica  Chardonnay 32,8 a 
398/15 Nova Gorica  Modri pinot 32,3 a 
397/15 Nova Gorica  Rebula 30,1 a 
400/15 Nova Gorica Modri pinot 34 ni določen 
290/15 Cvetkovci Renski rizling 25,25 b2 
325/15 Počehova kemer 26,5 a 
327/15 Gornja Radgona Renski rizling 26,18 b1 
328/15 Gornja Radgona Chardonnay 27,09 b2 
342/15 Miklavž pri 
Ormožu 
neznana 26,81 b2 
334/15 Kog Renski rizling 26,91 b2 
340/15 Vinski vrh Chardonnay 26,47 b2 
605/15 Zg. Gabernik  Beli pinot 27,2 b2 
604/15 Zg. Gabernik  Beli pinot 29 a 
603/15 Zg. Gabernik  Beli pinot 26,7 b2 
600/15 Svetinje  Chardonnay 28,4 b2 
se nadaljuje … 
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Nadaljevanje priloge A: Rezultati analize pomnožkov genov tuf za vzorce analizirane v okviru te magistrske 
naloge. 
 
ID 
(DXYZ/leto) 
Kraj vzorčenja Sorta Cq* Profil tuf 
587/15 Vrhole  Zweigelt 24,4 b2 
627/16 Janeževa Gorca n.p.  29,95 a 
628/16 Drenovec n.p.  28,47 a 
623/16 Janeževa Gorca n.p.  28,65 a 
624/16 Janeževa Gorca n.p.  28,34 a 
630/16 Janeževa Gorca n.p.  30,92 a 
625/16 Janeževa Gorca n.p.  28,94 a 
306/16 Maribor n.p.  36,61 b2 
307/16 Maribor n.p.  28,6 b2 
308/16 Maribor n.p.  30,02 b2 
309/16 Maribor n.p.  32,04 b2 
*analiza s PCR v realnem času z amplikonom BN gen (vir podatkov: arhiv Nacionalnega inštituta za 
biologijo). Vrednost Cq pomeni število ciklov, da fluorescentni signal preseže ozadje in je obratno 
sorazmerna s količino tarčne DNA v vzorcu. 
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Priloga B: Nukleotidno zaporedje ugnezdene PCR reakcije za vzorec D314/13 
 
 
AACGCTCCTGAAGAAAGAGAACGTGGAATTACGATTAAAACTTCTCACGTTGAATATGAAACA
TCAAAAAGACACTATGCTCACGTTGATTGTCCAGGACACGCCGATTATATTAAAAACATGATTA
CTGGTGCTGCTCAAATGGATGCCGCTATTTTAGTAGTTTCTGGCGTAGATAGTGTTATGCCTCAA
ACTAGAGAACATATTTTGTTAGCTCGCCAAGTAGGGGTTCCTAAAATTGTTGTTTTCTTAAACAA
ATGTGACCTTTGTCCGGATGAAGAAATTTTAGAATTAGTTGAAATGGAAGTCCGTGAATTATTA
TCTAAATATGATTTTCCGGGCGATGATACCCCTATTATTAGAGGTTCTGCGTTAAAAGCTTTAGA
AGGTGACAAACATTACATTGCACAAGTTAACGAATTAATCAACGCTTTAGATTCTTACATTGAA
GATCCAGTGCGTGAAGTTGATAAACCTTTCTTAATGCCAGTCGAAGATGTTTTCACTATCACTGG
TAGAGGAACAGTAGTTACTGGTAGAGTTGAAAGAGGACAAGTTAAAGCTGGTGATGAAGTAGA
AATCATAGGTCTTAAAGACACTAGAAAAACCATCGTAACAGCAATTGAAATGTTTAAAAAAGA
TTTAGATTTTGCTCAAGCAGGCGATAACGTTGGAGCTTTGTTGCGTGGAATTAACCGTGAAGAT
GTTCAACGTGGTCAAGTGTTAGCCAAACCAGGTTCTGTGAAACCTCATTTTCAATTTGTGGCGC
AAGCTTATATCTTAACTAAAGAAGAAGGAGGACGACACACTGCCTTTTTTTCCCAATACCGTCC
GCAATTCTATTTCCGTACAACTGATATTACAGGAG 
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Priloga C: RFLP profili neuspešno pomnoženh vzorcev vinske trte in koprive. L: GeneRuler 100bp DNA 
ladder plus (ThermoScientific); NK: negativna kontrola. Elektroforeza je potekala na 1 % agaroznem gelu.  
 
 
 
 
